














では認められなかったことより，ジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬の class effect ではなく，
AZE に固有の性質であると考えられた．3T3-L1脂肪細胞の AZE 処理によるアディポサイトカイン
遺伝子発現を解析したところ，アディポネクチン遺伝子発現の有意な増加を確認したが，レプチン，
レジスチン，MCP-1，TNF-αの発現に有意な影響は認めなかった．一方、酸化ストレス関連の遺
伝子発現解析において，NADPH oxidase subunit である p22phox，p67phox 遺伝子の発現は有意に低






































































Research Resources Bank, 大阪 , 日本）を，10%
胎児仔ウシ血清（fetal bovine serum; FBS），
１%ペニシリン / 0.5 mg/dlストレプトマイシ
ン（GIBCO, Langley, OK, USA）を添加した
Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）
（Sigma chemical, St. Louis, MO, USA）中で，
37℃，５%CO2の環境下で培養を行った．細胞
がコンフルエント状態に達したことを確認後，
２日間培養を行い，5 µM インスリン， 0.5 mM 






















saline（PBS）; 10 mM phosphate buffer, 2.7 mM 







TM Cell Viability Assay Kits（BioAssay Systems, 
Foster City, CA, USA）を用いて評価した．細
胞数及び面積は ImageJ（National Institutes of 
Health, Bethesda , MD, USA）を用いて測定した．






（KRP）buffer（12.5 mM Hepes, 120 mM NaCl, 6.0 
mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 1.0 mM CaCl2, 0.4 mM 
HaH2PO4, 0.6 mM Na2HPO4）（pH7.4）で２時間
孵置し，一方には100 nMインスリンによる刺
激を30分間行い，2-deoxy-D-[3H]- ∆3, 4-glucose 
（1 µCi/well）（GE Healthcare Bio-sciences Co., 
Buckinghamshire, UK） を 含 む KRP buffer を
用いて37℃，５分間でブドウ糖輸送を測定し
た．AZE もしくは NIF は，starvation 時およ
びインスリン添加と同時に加え，ブドウ糖取
り込み反応終了まで継続して添加した．100 
µM cytochalasin B，0.3 mM phloretin，10 mM 
D-glucoseを含む ice-cold PBSにて反応を停止
し，10 mM D-glucoseを含む PBSで３回洗浄し
た後に，0.5 N NaCl 800µlを用いて細胞を可溶
化した．得られた抽出液をバイアルに採取し，
５ mlに調整後，AccuFLEX Lxc 7400（ALOKA, 








上清を用いて，Adiponectin ELISA kit（Otsuka 





胞を採取し RNeasy lipid tissue mini kit（Qiagen, 
Hilden, Germany）を用いて total RNA を抽出
した．抽出した total RNAから mRNA 2 µg相
当 を TaqMan® Reverse Transcription Reagents
（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を
用いて逆転写反応させ，cDNAを作成した．
RT-PCRは Gene Amp1 PCR System 2700（Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA）を使用し，
25 ℃10分，37 ℃ 60分，37 ℃ 60分，85 ℃ 0.05
分で増幅反応を行った．Real-time PCRには
SYBR Green（Takara，滋賀，日本）を用い，
7500 Real-Time PCR system（Applied Biosystems, 





　使用した primer の塩基配列（順に sense 
strand, antisense strand）を以下に示す．
p27phox  5’-TGGCTACTGCTGGACGTTTCAC,  5’
-CTCCAGCAGACAGATGAGCACAC;
p67phox  5’-ACTACTGCCTGACTCTGTGGTGTG 
A, 5’-CTGAGGCTCCGTAGTCTGCTTACTG; 
Superoxide dismutase 1（ SOD1）  5’-GGCCCG 
GCGGATGA, 5’-CCGTCCTTTCCAGCAGTCA; 
Catalase   5’-GCTGAGAAGCCTAAGAAC 
GCAAT,  5’-CCCTTCGCAGCCATGTG;
Adiponectin  5’-CGGCAGCACTGGCAAGTT, 5’
-CCGTGATGTGGTAAGAGAAGTAGTAGA; 
Leptin  5’-AACCCTCATCAAGACCATTGTCA, 
5’-CCTCTGCTTGGCGGATACC; 
Tumor necrosis factor（TNF-α）  5’-CACAAGATG 
CTGGGACAGTGA, 5’-TCCTTGATGGTGGTG 
CATGA; 











Wallis testを，多重比較には Tukey testを用い，
p＜0.05を有意差ありとした．統計検定には




















て AZE 50 nM，NIF 100 nMをそれぞれ使用す
ることとした．
対照 AZE NIF
Fold increase (insulin/basal) 2.46± -0.11 3.55±0.24＊ 2.30±0.46
各薬剤を添加した FBS無添加培養液（DMEM）で22時間培養後，各薬剤を含む KRP bufferで２時間孵置し，一方をインスリン
刺激後（100 nM，30分），37℃で５分間の2-deoxy-D-[3H]- ∆3, 4-glucose（1 µCi/well）輸送を測定．AZEもしくは NIFは，反応終
了まで継続して添加した．100 µM cytochalasin B，0.3 mM phloretin，10 mM D-glucose/PBSにて反応を停止後，0.5 N NaClで可溶
化し，液体シンチレーションカウンターにて radioactivityを測定．インスリン存在下の糖取り込み／非存在下の糖取り込み比を















（p<0.05, vs. 対照群 -インスリン非刺激時）．
50 nM AZE 24時間の添加により，インスリン刺
激時のブドウ糖輸送活性は約3.55倍に増加した



















2時間 1 1.01±0.07 0.92±0.06
24時間 1 1.30±0.17＊ 1.01±0.13
50 nM AZE，100 nM NIFで刺激した3T3-L1脂肪細胞の培養上清を採取し，ELISAにてアディポネクチン濃度を測定．値は対照






































































50 nM AZEまたは100 nM NIF により24時間処
理し，同細胞から mRNAを抽出して Real-time 
RT-PCRを施行した．50 nM AZE 24時間刺激に
より，アディポネクチン mRNAは約1.2倍の増













対照 AZE NIF Pio
細胞数 106±12 113±16 101±17 141±9＊
細胞面積 (µm2) 594±171 694±161 648±159 346±101＊
Oil Red O吸光度 1 0.98±0.14 1.02±0.03 4.40±0.71＊
3T3-L1線維芽細胞を，5 µMインスリン，0.5 mM IBMX，0.25 µM デキサメサゾンおよび各薬剤の存在下に分化誘導し，分化誘
導後８日目の細胞数及び面積を ImageJを使用して測定．成熟3T3-L1脂肪細胞は，10%パラホルムアルデヒド（室温，30分間）
で固定後，Oil Red O染色し，100%メタノール抽出液の吸光度（570 nm）の測定によりトリグリセリド蓄積量を半定量化した．
Oil Red O吸光度は対照に対する fold increase．AZE：アゼルニジピン，NIF：ニフェジピン，Pio：ピオグリタゾン（陽性対照）
（n=8， ＊：p<0.05 vs. 対照群）
表３　ジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬刺激（８日間）による 3T3-L1 脂肪細胞の形態学的変化
表４　ジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬刺激（24 時間）による 3T3-L1 脂肪細胞遺伝子発現
対照 AZE NIF
adiponectin mRNA (n=10) 1 1.21±0.03＊ 1.10±0.06
leptin mRNA (n=4) 1 0.95±0.05 0.89±0.05
resistin mRNA (n=3) 1 1.04±0.09 1.00±0.12
TNF-αmRNA (n=5) 1 0.81±0.19
MCP-1 mRNA (n=4) 1 0.99±0.03 0.86±0.05
AP2 mRNA (n=3) 1 1.03±0.04 0.99±0.03
成熟3T3-L1脂肪細胞より total RNAを抽出後，mRNA 2 µg相当より逆転写反応にて cDNAを作成し，SYBR Green にて Real-time 
PCRを施行した．内部対照として36B4を用い，2－∆CTを計算した．値は対照に対する fold increase．AZE：アゼルニジピン，






















NADPH oxidase subunit で あ る p22phox，p67phox 
mRNA発現は，AZEの投与による有意な抑











p22phox mRNA (n=4) 1 0.81±0.09＊ 0.98±0.06
p67phox mRNA (n=4) 1 0.76±0.06＊ 0.92±0.04
SOD1 mRNA (n=4) 1 1.26±0.26＊
catalase mRNA (n=4) 1 1.23±0.37＊
成熟3T3-L1脂肪細胞より total RNAを抽出後，mRNA 2 µg相当より逆転写反応にて cDNAを作成し，SYBR Green にて Real-time 
PCRを施行した．内部対照として36B4を用い，2－∆CTを計算した．値は対照に対する fold increase．AZE：アゼルニジピン，
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Anti-hypertensive Azelnidipine-Induced Improvement of
Insulin Sensitivity in 3T3-L1 Adipocytes.
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ABSTRACT  Azelnidipine (AZE), one of dihydropridine calcium channel blockers has besides 
its blood-pressure-lowering effects, actions to improve whole body insulin sensitivity and 
increase circulating adiponectin levels in human and experimental animal models. However, 
the molecular mechanisms underlying such metabolic actions remain unknown. In this study, 
we investigated the effect of AZE upon insulin sensitivity and adiponectin secretion in cultured 
3T3-L1 adipocytes to see whether AZE showed direct effects in adipocytes and to analyze the 
molecular mechanisms involved in the metabolic actions in adipocytes. 
We found that AZE (3.55 x by insulin, p<0.05 vs. control), but not nifedipine (NIF) (2.30 
x), significantly increased the magnitude of insulin-stimulated glucose transport activity in 
3T3-L1 adipocytes, compared with control (2.46 x), suggesting that AZE enhanced insulin 
sensitivity through its direct action in adipocytes. Furthermore, incubation of cells with AZE 
(1.30 x, p<0.05 vs. control), but not NIF (1.01 x), over a 24 hour period significantly stimulated 
adiponectin secretion from 3T3-L1 adipocytes. This was associated with significant increases 
in adiponectin mRNA expression (1.21 x, p<0.05 vs. control), measured by real-time RT-PCR, in 
3T3-L1 adipocytes.
Nevertheless, unlike the extremely potent actions of thiazolidinediones upon adipocytes, AZE-
induced increase in adiponectin secretion was not associated with acceleration of adipocyte 
differentiation, and normally along with the activation of peroxisome proliferator-activated 
receptor (PPAR)γ, and the resultant downsizing of adipocytes, which were demonstrated by 
morphological analysis of adipose differentiation process in the presence of AZE or pioglitazone. 
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The expression of other metabolic adipocytokines including leptin, resistin, interleukin-6, tumor 
necrosis factor-α, and monocyte chemoattractant protein-1 were also neither affected by 
AZE stimulation. These results suggested that AZE enhanced insulin sensitivity and increased 
adiponectin secretion in 3T3-L1 adipocytes independently of activation of PPARγ.
Finally, we investigated the antioxidative effect of AZE in 3T3-L1 adipocytes and found that 
expression of p22 phox and p67 phox, NADPH oxidase subunits, were significantly decreased, in 
contrast to upregulation of antioxidative enzymes, such as SOD1 and catalase , by stimulation 
of 3T3-L1 adipocytes with AZE for 24 hours.
In conclusion, these results demonstrated that AZE significantly enhanced insulin sensitivity 
and increased adiponectin secretion in 3T3-L1 adipocytes, independently of PPARγ activation, 
which were unique characteristics of AZE and not a class effect of dihydropridine calcium 
channel blockers. In addition to this, we suggest the possibility that antioxidative effects of AZE 
would be involved in its metabolically preferable actions in adipocytes.
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